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論文内容要旨
【目的】ヒト角膜内皮細胞は生体内では増殖されず細胞密度が 500 個/mm2以下になると水癒性角膜
症をきたす。これまでに水痘性角膜症に対する治療法として全層角膜移植術が施行されてきたが、
最近術式の進歩によりパーツ移植である Descemet Stripping Endothelial Keratoplasty(DSEK)が
普及されてきている。この術式の利点として術後乱視や感染の軽減などが挙げられるがひとつのド
ナー角膜に対して一人の患者にのみしか移植できない。ヒト角膜内皮細胞は生体外では培養可能で
あり、ひとつの移植片より複数個の角膜内皮シートを作製する事ができる。この角膜内皮シートを
使用すればドナー不足を解消可能であると考えられる。しかし一方で、角膜内皮シートは厚さ 5 マ
イクロメートルしかないため単独での移植は困難であり、細胞形態や機能を維持したまま移植する
には支持体である『キャリア』が必要である。過去にアテロコラーゲンをキャリアとして用いた動
物実験の報告がされているが、水分を含むと白濁するまたハンドリングしにくいなど改善の余地も
ある。ゼラチンはアテロコラーゲンが変性・分解したものであり、良好な生分解性ならびに組織適
合性を有していることから、実際に臨床でも使用されている。本研究ではゼラチンハイドロゲルを
角膜内皮シート移植用キャリアとしての機能ならびに角膜内皮細胞との親和性について検討した。
【方法】ゼラチンハイドロゲ、ルシートは豚皮由来であり、ゼラチンに約 10 倍の超純水を加えて室温
にて 30 分静置した。 400Cに加熱して溶解後、水溶液をポリピニルアルコールにてコートしたポリス
チレン皿に流延した。室温 72 時間ドラフト中で風乾、 1600C ・ O.OlTorr にて減圧脱水架橋しゼラチ
ンハイドロゲ、ルシートを作製した。アテロコラーゲンシートは牛皮由来であり新田ゼラチン株式会
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社より購入した。熱脱水架橋を 6， 12 ，24，48 時間施行したゼラチンハイドロゲルシートとアテロコラ
ーゲンシートの透明度・力学特性を測定した。物質透過性(グルコース、アルブミン)の測定には
熱脱水架橋 48 時間施行したゼラチンハイドロゲルシートとアテロコラーゲンシートを使用した。熱
脱水架橋を 48 時間施行したゼラチンハイドロゲルシート上の角膜内皮シートに対して免疫染色、ヘ
マトキシリン・エオジン染色を施行し、走査型電子顕微鏡にて観察した口
[結果】透明度はゼラチンハイドロゲ、ル(熱脱水架橋時間 6、 12 、 24、 48 時間) ; 99.1::!::0.1 %、 99.0
:!:0.2 %、 98.8::!::0.5 %、 99.0土 0.6 %であり、アテロコラーゲンでは 72.1::!::2.1 %であった。破断点
での応力はゼラチンハイドロゲ、ル(熱脱水架橋時間 6、 12 、 24、 48 時間) ; 1.7:!:0.4 MPa、 2.0::!::
0.2MPa、 2.8::!::0.2 MPa、 3.4士 0.5MPa、アテロコラーゲン; 1.9::!::0.7 MPa であった。破断点での
シートの伸度はゼラチンハイドロゲル(熱脱水架橋時間 6、 12 、 24、 48 時間) ; 60.5土 3.5%、 45.3
:!:10.9 %、 33.2土 5.8 %、 2 1. 8::!::5.2 %、アテロコラーゲン; 59.9:!: 15.9 %であった。弾性率はゼラ
チンハイドロゲル(熱脱水架橋時間 6、 12 、 24、 48 時間) ; 3.0::!::0.7 MPa、 4.9::!:: 1.4 MPa、 8.9::!::
1.7 MPa、 18.3::!::6.5 MPa、アテロコラーゲン; 3.5::!::0.8 MPa であった。拡散係数はアルブミンで
はゼラチンハイドロゲル (9.7X 10・8 士1.5cm2/S) はアテロコラーゲン (5.1::!:: 1.8X 10・8cm2/S) の約
2 倍であったが、グルコースではゼラチンハイドロゲ、ル (2.55::!::0.02X 10・ 7cm2/S) とアテロコラー
ゲン (2.55::!::0.1X 10・7cm2/S) はほぼ同等で、あった。免疫染色では zo・ 1 ， Na+, K+/ATPase を認め生
体内と同じ発現ノ《ターンであった。へマトキシリン・エオジン染色で、は角膜内皮シートが単層で連
続しており、ゼラチンシートと接着していた。走査型電子顕微鏡では内皮細胞聞は密であり細胞上
には微繊毛が確認され、正常角膜内皮細胞と同じ所見を呈していた。
【考察】ゼラチンは製剤の外包また人工血管のシーリングなどとして広く臨床応用されておりまた、
既報では重篤な合併症の報告はない。ゼラチンハイドロゲ、ルの前房内で、の生体適合性について検討
した報告はないが、アテロコラーゲンを培養角膜内皮細胞の移植用キャリアとして用いた論文では
移植後における異物反応の報告は認められなかったD 今回報告したゼラチンハイドロゲルシートは
将来的にはヒトへの臨床応用を考えており、そのためにはまず疾患動物モデルにゼ、ラチンハイドロ
ゲ、ル上に培養した角膜内皮細胞を移植し、その有効性・安全性を検証する必要性があると考えられ
た。
【結語】熱脱水架橋 48 時間したゼラチンハイドロゲルシートはアテロコラーゲンシートと比較して
高い透明性、弾性率、アルブミン透過性を有していた。またヒト角膜内皮細胞をゼラチンハイドロ
ゲルシート上にて培養すると正常角膜内皮とほぼ同等の所見を呈しており、角膜内皮移植用キャリ
アとして十分な性質を有していることが示唆された。
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ヒト角膜内皮細胞は生体内では増殖されず細胞密度が 500 個/mm2 以下になると水痘性角膜症をきたす。角
膜移植術対象患者は国内において数万人おり、その中でも水癒性角膜症は角膜移植対象疾患の最多を占める。
角膜内皮細胞は一度障害を受けると再生不能であり、有効な治療法は角膜移植術のみである。しかし国内ドナ
ー角膜は不足しているのが現状である。これまでに水抱性角膜症に対する治療法として全層角膜移植術が施行
されてきたが、最近は、術式の進歩によりパーツ移植である Descemet Stripping Endothelial 
Keratoplasty(DSEK)が普及されてきている。この術式の利点として術後乱視や感染の軽減などが挙げられる
がひとつのドナー角膜に対して一人の患者にのみしか移植できず、 ドナー不足の問題を解消しきれていない。
ヒト角膜内皮細胞は生体外では培養可能であり、ひとつの移植片より複数個の角膜内皮シートを作製する事が
できる。この角膜内皮シートを使用すればドナー不足を解消可能であると考えられる。しかし一方で、角膜内
皮シートは厚さ 5 マイクロメートルしかないため単独での移植は困難であり、細胞形態や機能を維持したまま
移植するに」ま支持体である『キャリア』が必要である。過去にアテロコラーゲンをキャリアとして用いた動物
実験の報告がされているが、水分を含むと白濁するまたハンドリングしにくいなど改善の余地もある。ゼラチ
ンはアテロコラーゲンが変性・分解したものであり、良好な生分解性ならびに組織適合性を有していることか
ら、実際に臨床でも使用されている。本研究ではゼラチンハイドロゲルを角膜内皮シート移植用キャリアとし
ての機能ならびに角膜内皮細胞との親和性について検討している。実験結果は以下に示す通りであった。
透明度はゼラチンハイドロゲル(熱脱水架橋時間 6、 12、 24、 48 時間)・ 99.1 :t 0.1 %、 99.0 :t 0.2 %、 98.8
:t0.5 %、 99.0 :t 0.6 %であり、アテロコラーゲンでは 72.1 :t 2.1 %で、あった。破断点での応力はゼラチンハイ
ドロゲル(熱脱水架橋時間 6、 12、 24、 48 時間) ; 1. 7 :t 0.4 MPa、 2.0土 0.2MPa、 2.8 :t 0.2 MPa、 3 .4:t 0.5
MPa、アテロコラーゲン; 1. 9 :t 0.7MPa であった。破断点でのシートの伸度はゼラチンハイドロゲル(熱脱
水架橋時間 6、 12、 24、 48 時間) ; 60.5 :t 3.5%、 45.3 :t10.9 %、 33.2 :t 5.8 %、 2 1. 8土 5.2%、アテロコラー
ゲン; 59.9:t 15.9 %であった。弾性率はゼラチンハイドロゲル(熱脱水架橋時間 6、 12、 24、 48 時間) ; 3.0 
:t0.7 MPa、 4.9 :t1.4 MPa、 8.9 :t1. 7 MPa、 18.3 :t 6.5 MPa、アテロコラーゲン: 3.5:t 0.8 MPa であった。
拡散係数はアルブミンではゼラチンハイドロゲル (9.7X 10・ 8 :t 1.5cm2/S) はアテロコラーゲン (5.1 :t1.8X 
10-8cm2/S) の約 2 倍であったが、グルコースではゼラチンハイドロゲル (2.55 :t 0.02X 10・7cm2/S) とアテロ
コラーゲン (2.55 :t 0.1X 10・7cm2/S) はほぼ同等で、あった。免疫染色では zo・ 1 ， Na+, K+/ATPase を認め生体
内と同じ発現パターンであった。ヘマトキシリン・エオジン染色では角膜内皮シートが単層で連続しており、
ゼラチンシートと接着していた。走査型電子顕微鏡では内皮細胞聞は密であり細胞上には微級毛が確認され、
正常角膜内皮細胞と同じ所見を呈していた。
本研究における知見は、ゼラチンハイドロゲルシートはアテロコラーゲンと比較して、ゼラチンハイドロゲ
ルシートは透明性に優れており、また、ひずみに対する剛力が約 5 倍、アルブミンの透過性が約 2 倍である
ことを確認できた。またゼラチンハイドロゲルシートはヒト培養角膜内皮細胞をサポートするには十分な適性
を備えており、細胞親和性があることが示唆された。実験方法は妥当であり、実験結果の示す客観的事実およ
び過去の報告との差異について、十分な考察がなされている。
よって，本論文は博士(医学)の学位論文として合格と認める。
-36 
